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登 革 病 毒 转基因 载体 pB[PUBnls-EGFP-prM | 的 构建 
及 其 在 C6/36 细胞 中 整合 作用 的 检测 


葛 春 癌 ， 黄 炯 烈 ， 陈 观 今 ， 吴 ” 瑜 ”， 于 洪 栅 
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摘要 : 为 利用 转基因 技术 来 探索 新 的 蚊 媒 疾病 防治 方法 ， 将 登 革 病 毒 前 膜 蛋 白 基因 prM 重组 入 以 转 座 子 piggyBac 因子 为 基 
础 的 载体 ， 构 建 了 昆虫 转基因 载体 pB[PUBnls-ECFP-prMj] ,在 辅助 质粒 的 作用 下 共同 转 染 白 纹 伊 蚁 hedes albopictus C6/36 细胞 。 
PCR 和 Southem blot 证 明 构 建 的 转基因 载体 可 以 将 EGFP-prM 基因 整合 人 蚊虫 基因 组 中 。 验 证 了 转 座 子 piggyBac 因子 、 启 动 
子 polyubiquitin 可 以 在 白 纹 伊 蚁 中 发 挥 功 能 ， 为 进一步 构建 不 传播 登 革 病 毒 的 转基因 白 纹 伊 蚁 奠定 了 基础 。 
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Construction of transgenic vector pB |[ PUBnls-EGFP-prM | and identification of its 


integrational function in mosquito cell 
GE Chun-Xi, HUANG Jiong-Lie, CHEN Guan-Jin, WU Yu ，YU Hong-Feng (Department of Pathogen Bioiogy， 
510080，China) 


Abstract: To explore a new method to control arthropod-bormne diseases, pr gene from dengue virus was inserted into a 
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transposon piggyBac based plasmid and an insect transgenic vector pB| PUBnls-EGFP-prM | was constructed . The vector 
was Used to transfect 4edes albopictus C6/36 cell with a helper plasmid . PCR and Southem blot tests showed that EGFP- 
prM gene had integrated into C6/36 cell genome. The results indicate that transposon piggyBac element is functional in 


4e .albopictus and should be useful in further constructing dengue-refractory transgenic 4e . albopictus. 
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蚊虫 作为 症 原 虫 、 丝 虫 及 登 革 病 毒 等 多 种 虫 媒 
病毒 的 媒介 ， 是 最 重要 的 医学 媒介 昆虫 之 一 。 目 
前 ， 随 着 分 子 生物 学 的 发 展 ， 对 蚊虫 及 其 传播 的 病 
原 体 的 研究 已 进入 分 子 水 平 ， 转 基因 技术 的 出 现 为 
蚊 媒 疾病 的 防治 提供 了 一 个 新 思路 。Ito 等 (2002) 
报道 第 一 只 不 传播 症 原 忠 的 转基因 按 蚊 已 经 构建 成 
功 。 利 用 转基因 蚊虫 阻 断 登 革 病 毒 传播 的 基本 思路 
是 将 登 半 病毒 的 部 分 基因 引入 到 蚊 媒 的 基因 组 中 ， 
并 使 其 在 一 定 的 调控 下 得 到 表达 , 干扰 了 入 侵 登 革 
病毒 在 蚊 细 胞 内 的 正常 繁殖 过 程 ， 将 转基因 成 功 的 
转基因 蚊虫 释放 到 野外 ， 并 使 其 逐渐 取代 野生 种 群 
达到 阻 断 病毒 传播 的 目的 (Blair et al.，2000)。 

1982 年 Rubin 等 成 功 构 建 了 第 一 只 转基因 昆虫 
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一 一 果 蝇 ， 直 到 1995 年 Loukeris 等 才 完 成 了 第 一 只 
非 果 蝇 的 转基因 昆虫 的 构建 (Loukeris et al.， 
1995) 。 其 原因 在 于 我 们 对 其 它 农 业 和 医学 中 重要 
昆虫 的 研究 远 未 深信， 而 果 蝇 来 源 的 一 些 转基因 元 
件 在 其 它 昆 虫 中 并 不 能 发 挥 作用 。 在 目前 已 经 成 功 
完成 十 几 种 转基因 昆虫 的 研究 中 ， 绝 大 多 数 是 以 转 
座 子 为 基础 构建 转基因 载体 。 可 以 利用 的 昆虫 转 座 
子 载体 系统 主要 有 6 种， 其 中 P 因子 和 hobo 因子 
转基因 载体 系统 只 能 在 果 蝇 中 起 作用 (Handler， 
2001) 。 Hermes、Minos、Mariner 和 piggyBac 因子 虽 
然 来 源 各 异 ， 均 可 在 果 蝇 以 外 的 一 些 昆虫 中 发 挥 转 
座 作 用 。 这 6 种 转 座 子 在 分 类 上 均 属 于 开 型 转 座 
子 ， 它们 长 为 1 ~3 kb， 两 端 有 10 ~ 30 个 碱 基 的 反 
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向 重复 序列 ， 在 重复 序列 中 间 有 一 开放 的 阅读 框 编 
码 转 座 酶 。piggyBac 因子 又 称 IFP2， 是 目前 应 用 比 
较 广 泛 的 转 座 子 ， 已 被 证 实在 多 种 昆虫 中 可 以 发 挥 
转 座 作 用 (Handler and Gomez，1997)。 转 座 子 整合 
外 源 基 因 的 过 程 包括 : 首先 辅助 质粒 中 转 座 酶 得 到 
表达 ， 转 座 酶 在 特定 的 位 置 识别 和 切 离 转基因 载体 
中 的 外 源 基因 ， 同 时 转 座 酶 在 受 体 昆虫 的 基因 组 特 
定位 置 识别 相应 位 点 并 予以 切断 ， 然 后 外 源 基 因 插 
入 基因 组 中 的 切口 ， 转 座 子 中 携带 的 基因 与 受 体 的 
基因 组 相连 接 从 而 整合 到 昆虫 基因 组 中 。 

尽管 世界 上 构建 了 许多 转基因 昆虫 如 斯 氏 按 蚁 
Anopheles stephensi 和 埃及 贷 鉴 Aedes aegypti (Catter- 
uccia et al., 2000 ; Jasinskiene et al.,， 
于 我 国 的 重要 媒介 白 纹 伊 蚁 4edes albopictus 的 转 基 
因 研究 尚未 见报 道 ， 目 前 可 以 得 到 的 有 转 座 子 载体 
系统 是 否 能 在 白 纹 伊 蚊 中 发 挥 功能 尚 有 待 证 实 。 我 
们 将 登 划 病毒 前 膜 绰 白 基 因 prM 重组 人 以 转 座 子 
piggyBac 因子 为 基础 的 载体 ， 构 建 了 昆虫 转基因 和 载 
体 pB[ PUBnls-EGFP-prM ] ,在 辅助 质粒 phspBac 作用 
下 将 EGFP-prM 基因 整合 和 人 白 纹 伊 蚁 细胞 C6/36 的 
染色 体 中 ， 为 进一步 构建 不 传播 登 章 病毒 的 转基因 
白 纹 伊 蚊 莫 定 实验 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 病毒 与 细胞 

[型 登 半 病毒 NGC 株 及 白 纹 伊 蚊 细胞 C6/36 
由 中 山 医学 院 微 生物 学 教研 室 提供 。C6/36 细胞 采 
用 DMEM 高 糖 培养 基 ， 在 28 乞 常规 培养 传代 。 
1.2 质粒 

基础 质粒 pB[ PUBnls-EGFP] 及 phspBac 由 美国 农 
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业 部 Alfred M. Handler 教授 赠送 。 质 粒 pB[ PUBnls- 
EGFP] 包 含 由 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 的 培养 细胞 系 
TN368 中 分 离 的 转 座 子 piggyBac 因子 、 果 蝇 来 源 的 
启动 子 以 及 绿 荧 光 和 蛋白 报告 基因 ECFP。 辅 助 质粒 
phspBac 含有 转 座 酶 的 开放 阅读 框 。 
1.3 试剂 

DMEM 培养 基 为 GIBCO BRL 公司 产品 ， 小 牛 
血清 购 于 杭州 四 季 青 公司 ， 青 、 链 霉 素 购 自 北 京 易 
国人 公司 ，Taq 酶 、dNTP 为 加 拿 大 真 达 公司 产品 ， 
M-MLYV 逆转 录 酶 、Trizol 试剂 、DEPC、RNase 抑制 
剂 、 超 纯 质 粒 提 取 试 剂 盒 购 自 GIBCO 公司 ， 转 染 
试剂 Fugene6、 地 高 华 标 记 与 检测 试剂 盒 为 Roche 
公司 产品 。 
1.4 登 革 病 毒 NGC 株 prM 基因 的 RT-PCR 扩 增 

按 锡 春喜 等 (2002) 的 方法 分 离 登 革 病 毒 基因 
组 RNA， 通 过 RT-PCR 扩 增 prM 基因。 使 用 的 引物 
序列 prM1: $'ga TGT ACA agt aca gtg atg cgc ttc c 3 7; 
prM2: $'gg TGT ACA tta att tga tat tcc tat gc 3'。 其 中 
大 写 英文 字母 为 引入 的 BsrGI 酶 切 位 点 ， 以 便 将 
prM 基因 重组 人 转基因 载体 。 
1.5 转基因 载体 pB[PUBnls-EGFP-prM] 的 构建 

获得 的 prM 基因 的 扩 增 产物 及 基础 质粒 pB 
[PUBnls-EGFP」 分 别 进行 酶 切 ， 将 prM 基因 插入 到 
载体 EGFP 报告 基因 的 下 游 ， 使 其 表达 3' 端 融合 重 
白 。 载 体 构建 示意 图 见 图 1。 
1.6 转基因 载体 pB[PUBnls-EGFP-prM] 与 辅助 质 
粒 phspBac 脂 质 体 法 转 染 C6/36 细胞 

采用 GIBCO 公司 的 超 纯 质粒 提取 试剂 盒 分 别 “ 
抽 提 质粒 pB[ PUBnls-EGFP-prM ] 和 辅助 质粒 phsp- 
Bac， 按 质量 比 3:2 的 比例 ， 与 转 染 试剂 Fugene6 混 
合 形 成 脂 质 体 复 合 物 共同 转 染 C6/36 细胞 。 
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图 1 转基因 载体 pB[ PUBnls-EGFP-prM] 的 构建 
Fig.1 Construction of transgenic vector pB| PUBnls- EGFP-prM | 
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1.7 整合 作用 的 检测 

转 染 后 的 C6/36 细胞 经 过 8 次 传代 ， 在 荧光 显 
微 镜 下 观察 EGFP-prM 融合 蛋白 的 表达 ， 用 PCR 及 
Southern blot 验证 prM 基因 是 否 整合 到 蚊虫 基因 组 。 
1.7.1 PCR 检测 : 提取 转 染 后 细胞 的 基因 组 
DNA， 以 prMl 为 上 游 引物 ， 针 对 载体 SV40 的 一 段 
序列 设计 下 游 引物 ， 预 计 扩 增 片 段 长 度 为 800 bp。 
1.7.2 ”Southem blot 检测 : 提取 转 染 后 C6/36 细胞 
的 基因 组 DNA， 用 EcoR 工 酶 切 至 0.5 ~ 10 kb 大小， 
印迹 转移 到 尼龙 腊 上 ， 与 地 高 六 标记 的 prW 基因 
探 针 进行 杂交 显 色 反应 。 


2 结果 和 分 析 


2.1 登 革 病 毒 prM 基因 的 RT-PCR 扩 增 

利用 设计 合成 的 引物 prM1 和 prM2， 通 过 RT- 
PCR 从 登 革 病 毒 (NGC 株 ) RNA 基因 组 中 扩 增 出 
prM 基因 ， 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 表明 ， 扩 增产 物 约 550 
bp, 与 理论 值 相符 (图 2)。 
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图 3 昌 纹 伊 蚁 细胞 C6/36 转 染 后 荧光 显微镜 像 (100 x ) 
Fig. 3 Ae. albopictus C6/36 cells under fluorescence 
microscopy (100 x ) 

A: 转 染 后 普通 光学 显微镜 下 细胞 像 C6/36 cells in visible light; 


— 1 000 bp B: 转 染 后 荧光 显微镜 像 C6/36 cells in blue light 
一 500 bp 2.4 PCR 鉴定 prM 基因 在 蚊虫 基因 组 中 的 整合 


在 转 染 后 蚊虫 细胞 基因 组 中 PCR 扩 增 出 800 bp 
的 条 带 ， 在 C6/36 细胞 对 照 组 中 无 阳性 扩 增 
(图 4)。 

图 2 prM 基因 的 RT-PCR 产物 1 
Pig. 2 RT-PCR product of prM gene 
1.2% 凝 胶 电 汶 1.2% agarose gel electrophoresis; 
M: 标准 分 子 量 Standard weight marker; 
1，2: RT-PCR 产物 RT-PCR product 
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2.2 转基因 载体 pB[PUBnls-EGFP-prM] 的 构建 — 1 000 bp 
将 prM 基因 与 pB[ PUBnls-EGFP] 连 接 后 的 质粒 Bi 
转化 大 肠 杆菌 DH5a, 筛选 2 个 阳性 克隆 , 以 引物 i 
prM2 进行 自动 测序 ,结果 表明 prM 基因 正 向 插入 到 
载体 质粒 pB[ PUBnls-EGFP] 中 ,成 功 构建 质粒 pB 
[ PUBnls-EGFP-prM ] 。 图 4 PCR 鉴定 prM 基因 的 整合 
2.3 EGFP-prM 融合 蛋白 表达 的 检测 Fig. 4 PCR identification of prM gene integration 
C6/36 细胞 转 染 后 ， 经 8 次 传代 后 用 荧光 显 微 sd 
镜 在 580 ~ 590 nm 波长 下 可 见 部 分 细胞 发 出 绿色 奖 1: 转 染 细胞 的 PCR 产物 PCR product from transfected 
光 (图 3)。 说明 部 分 转 染 阳性 的 C6/36 细胞 可 以 稳 C6/36 genome; 2: 未 转 染 细胞 的 PCR 产物 


证 表 达 报 告 基 因 PCR product from untransfected C6/36 genome 
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2.5 Southern blot 鉴定 prM 基因 在 蚊虫 基因 组 中 
的 整合 

Southern blot 结果 显示 转 数 后 的 C6/36 细胞 基因 
组 在 3 kb 和 4.5 kb 附近 出 现 明 显 的 杂交 信号 ， 而 
对 照 组 呈 阴 性 (图 5)。 
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图 $ Southern blot 结果 
Fig. 3 Result of Southern blot 
1: 未 转 染 细胞 基因 组 C6/36 cell control; 
2，3: 转 染 细胞 基因 组 C6/36 cell transfected 
by plasmid pB[ PUBnls-ECFP-prM] and phspBac 


3 ”讨论 


本 实验 通过 PCR 和 Southerm blot 方法 检测 了 
prM 基因 在 白 纹 伊 蚊 C6/36 细胞 中 的 整合 。 转 染 质 
粒 pB[ PUBnls-EGFP-prM ] 和 phspBac 后 的 C6/36 细胞 
经 过 8 次 传代 ， 以 消除 未 整合 的 质粒 对 实验 结果 的 
影响 。 核 酸 杂 交 的 结 末 表明 ， 在 酶 切 后 的 C6/36 细 
胞 基因 组 中 ， 于 3 kb 和 4.5 kb 处 均 出 现 特异 性 的 
杂交 市 ， 说 明 prM 基因 已 2 么 整合 到 基因 组 中 ， 同 
时 证 明 piggyBac 因子 可 以 在 白 纹 伊 蚊 中 发 挥 转 座 作 
用 。 而 且 由 于 出 现 两 条 识别 带 ， 提 示 piggyBac 因子 
的 整合 作用 可 能 是 多 拷贝 的 ， 即 prM 基因 在 基因 
组 中 的 整合 位 点 不 止 一 个 ， 但 这 有 待 细 胞 元 隆 后 的 
进一步 实验 来 证 实 。Handler 和 McCombs (2000) 在 
构建 转基因 加 勒 比 果 蝇 Anasirepha suspensa、 东 方 果 
蝇 Bactrocera dorsalis 和 家 蝇 Musca domestica 时 发 现 
piggyBac 因子 在 昆虫 基因 组 中 的 整合 作用 是 多 拷贝 
的 。Handler (2001) 还 发 现在 几 种 东方 果 蝇 的 基因 
组 中 分 别 有 多 达 10 ~ 20 个 与 piggyBac 因子 同 源 性 
很 高 的 序列 。 到 目前 为 止 ， 已 经 发 现 piggyBac 因子 
可 以 在 10 种 昆虫 中 发 挥 整 合作 用 ， 而 在 一 些 亲 缘 


关系 较 远 的 昆虫 中 均 发 现 与 piggyBac 因子 同 源 性 很 
高 的 序列 ， 说 明 piggyBac 因子 在 不 同 昆 虫 物 种 之 间 
可 能 存在 水 平 的 传播 方式 。 这 些 均 证 明 piggyBac 因 
子 在 构建 转基因 昆虫 中 有 广泛 的 研究 前 景 。 

本 实验 构建 了 可 以 在 白 纹 伊 蚊 中 发 挥 作用 的 转 
基因 载体。 我 们 下 一 步 的 工作 要 将 构建 的 转基因 载 
体 显 微 注 射 人 蚊 卵 ， 在 实验 室 中 建立 表达 prM 基 
因 的 转基因 蚊虫 并 研究 其 抗 登 半 病 毒 的 效果 。 在 实 
验 室 中 完成 构建 转基因 蚊虫 的 工作 后 ， 如 何 应 用 于 
现场 取代 目 然 种 群 ， 以 及 如 何 评价 和 估计 转基因 昆 
虫 释放 后 对 目 然 环境 的 潜在 威胁 尚 需要 进一步 的 深 
入 研究 和 探讨 。 
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